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Dベプチダーゼについて
千葉大学医学部医化学教室く主任 赤松教授〉
降 矢震 	  
μ6D 9'50 を超えない乙とを報告〈り〉した清によつても不斉水解を蒙り ，長時間と雄も とのたぴは印 Oω1
7Jd実験の部 づれも不斉 鮮でるった。く表。 
引一日
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グ
ベプチダーゼ作用を惰単に検査する方法として m ・アミノ安息香酸 (aB)のペプチ lごを基質
として用い，日孝素的に遊離するaBを比色定量ナる方法とその成績についてはすでに報告〈ILめ
したが， その中で G也 B(G.・・ク♂リシン)が動物諸臓器:， J]血清，血血.球によつて j ∞μ6迄逮亙かに 100予 
水解されるのに， DLL.吐.
DLA一 aB(A.….山.アラエン〉を基質質.として実験を行ひ，との基質も亦，癌組織，癌患者血清により匝 
不斉水解をうけるのをみた。然しとれらラセミイ本中の nA-aBもnL-aBも Bac.subti1is (千葉
大学腐敗研究所〉により水解せられ，との菌は DLA-G及び GDLAの D体をも水解しうるを凶 
認めた。
1 ) 基質

。 G-aB，DLL-aB 蹴報(~)の様本を用いた。
 
2) DLA -aB Grassmann(吟らの DLA.P アミノ
安息香酸の製法に準じて合成した。 小腸粘膜 50% ・51% 
aB5.5gとαプロムプロピオ=')レプロミド 10gを H子 50 50 
常法に従つで，アルカリ性中で作用せしめて，コン 腎 I 49 .I 50、
ゴ酸性で生ずる沈澱を集め，水洗し， 50%アJレコ 碑 I 49 49 
-)1<で再結品ずあ。約 9g 肺 I 48 49 
との αプロムフ。ロヒ。オニル・ aB8gを 100ccの 心 臓 49.' 49 
濃厚アシモシ水中に君事解し， 370 3日後減圧下に法 試験液組成 M/100基質くDLA司 aB)lCC+M/lOPH 
縮し，蒸発乾回せしめで，熱アルコールで、2，3周洗 7.4燐酸緩街液3ccー ト水 5cc+酵索液 1cc 
ひ*から再結品ナる。約 2gを得る。高i!k点 2560く未 実験温度 37 0，防腐剤ト Jレオ~)レ。
補1E)	 遊離 aBの定量法は前報仰の湿り o
3) DLA-G Fischer法ωによって合成した。融 酵素液製法新鮮臓器約 19に生理的食盤*2cc 
占 230。 を加へがラス製ホモゲナイザ戸で脂砕し，が戸 4さで 
4) G'DLA Fischer法〆くりによる。高虫点 2200 (補 瀦す。 
1E) 
][)実験方法 2) G-aB， m:，A-aB， DLL-aB水解の比較。
aBベプナドの酵素実験法及び*解度剖Jj定法は前 酵素液は豚腎及び豚j芹の自家消化液でああ。 DL
報ω(:1)と金〈同様。 体。水解は 50%に止れ不斉水解で、ある。、 G-?!3
酵素液製法及び実験方法は個々の実験成績につr の水解速度は DLA-aB，DLL-aBのそれに比べてゆ
で記ナ。	 るやかで、ちる。(衰の
実験成績 3) 癌組織，癌患者血清による D工A・aB.(2).*解。 
1). j)LA-aBの不斉*-解 Mn++シλテイ vシ添加の有無にか Lわらず 50%
酵素としてはラッテ諸臓器の磨碍液を用いた。い 7M鮮に止った。く衰の
， 
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表4
酵素|基¥質 1053"12州加分)60分|1m分11日 
G-aB 
障 DLA-aB 
DLL-aB 
1% 3% 4% 7% 15% 80移
6 17 30 42 5011 
，14 20 32 497 44 
G-aB 5 10 14 27 46 98 
腎 
!. 
DLA-aB 17 28 36 49 48 50 
'DLL司aB 18 29 35 "'46 48 50 
試験液組成，実験温度，防腐剤，定量法は表1と
同じ。
酵素液製法新鮮豚蹄及u豚腎に蒸摺*2倍量を 
加えてホモゲナイズし， トルオールを重ねて3702
日間自家消化せしlb，穂過して穂波を流水に 2日間
透析す否。
表 3
酵 素 2日ι芳町 1日 
胃癌組織 49% 50%一 
49 50+ 
5U 50同 一 
50 51+ 
49 51芋L癌組織 一 
48 50+ 
50 50胃癌患者血清 一 
51 51 
49 
+ 
51一 
49， 50+ 
ι 
試験液組成 M/10U基質1cc+M/topH 7.4マレイ
ν酸富:i.l液 3cc+水 3cc + M/100MnS04 1 cc + 
M/SOシ只テイシ 1cc 
く表中(ー )却は MnS04，システインの代りに水〉
実験温度，防腐剤は表 1と同じ。
酵素液十組織の揚合は表1の如し血清はそのま
ム用ふ。
の Baci1us rilegatheriu~， Clostridium bl，lty-
度一解一切 
00
水一
一455
酵 素
Bacil~us megatherium特
 
Pseudomonas fluorescenダ
 
Clostri(Jium butylicum梢

実験条件は表3正同じ'¥水解時間は 1日
酵素液製法く勺は普遍寒天斜面1本分， σ勺は
肝貯肉汁培液1本分;を夫々蒸溜水で、洗い， 1ccの蒸
溜水に浮遊せしめる。 
. 5) Subti1is 0 16菌浮遊液による DLA-aB及び
DLL-aBの水解。
両基質共に 50%以土水解コヂるが， Mn*システ
ィν添加の揚合は却って水解度は遅ν、。く表5)
表 5
基 質 シスIMテ而イシ |1日 
DLA同aB 
H 
DLL-aB 
H 
75% 
+ 65 
55 
+ .55 
実験条件表3，4と同様。
4日 
95% 
75 
85 
65 
酵素液は 016菌を普語審天平根培地に 270 2日4
間培養し， 1枚分を水洗じて 3ccの蒸溜水に浮遊せ
しめる。 
6) Subti1is 0 16菌浮遊液による DA-aB水解
の至適 pH。 
0.01 M DLA岨aB10 cc tr.強力な豚腎自家消化液 
6ccを加えて緩衝液を加えると主なしに pHを7"" 
7.5位に補Eし， 370，3時間放置後， DLA-aBが完全 
に 50%水解されたのを確認してから 1000 10分間
加盟して，之を DA-aBとしで用いた。菌液を加え
てから 1日後及び2日後の水解値から 59%を差引
いたものが DA-aB7](解度でる 05
0 至適 pHは 7.5
近傍である。く図。
7)‘ 016菌浮遊液に土る aB-ペプナド7](解速度 
aB の比較。 A工，Dによるpseudomonasauorescens，11qm
の*解。 ・
Berger(のちの報告によればとれらの菌は Mn特
シ久テイシ等の賦活のもとに DLG，DL-G-Gを水‘
解ナる ξわうから本実験は Mn付システイン存在
のもとに行ったが， 1日後の求解値は 50%、遣うるい
はそれ以下であった。く表4)
・との実験I'r.用いたD体は前実験(実験6)と同様 
にして製出したので"試験液中。 D基質は緩濃度に
於て他の基質の字分であるから，その Dペプチド水
解%の 1/2を対応ナる DLベナチドの水解%から
引いた値がレプペチド*解の値とみなし得るであ
らう。との様にして表6の値から夫々白基質の水解
、
.ー ¥ 
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速度を比較ナると 僻されているにもか Lわらず，離離アジモーアの生.
LL-aB>LA-aB>G-aB 成をみなかった。く表7) 
G-aB>DA-aB>DL-aB 
となる。く表6)
区1 遊離ア己〆モ=ア 
1日 。%。
2日
新一泊一%
離一 
7
部
遊 一
試験液組成 :M/l00DLA.aB2cc + ]'1fj1opH7.4燐
酸箆緩衝液3ccギ酵素液4cc+水 lcc
毒事 実験温度 370 aB定量法は前と同様。
遊離アシモ=ア定量法 ConwayのアンモエアM4ll
微量拡歓装置を用い，試験液 lccより稀釈酸中に
拡散ナるアンモユアを赤松，勝又法くりにより定量ず
る。冒I6' 
氷解度 
IH 
G-aB 13% 27% 76% 90% 
+ー 
DLA-aB~Ilto∞ 19 39 77 90 
DLL-aB 44 50 56 67 。。 
度祖)}定は試験液 3cc中の遊離アミノ窒素の噌加を 
Van Slyke法によって測定した。表8の如〈不斉
水解であった。(表8)
4 53 78 
2 12 36 
基
刻一分
n u  向 。試験液組成 2時間 1 1日 
試験液組成 M/ωDA~aB 液 2cc +M/10燐酸塩緩
衝液 3cc+*2cc+酵素液 3cc。
酵素液製法は表5の通り。 
DA-aB液製法は本文の遁!10 ，370 トルォー  p・Jレ添
加。 
pH8以上は締マシモエアを加えて補正ナる。
30分 1 術品T-r基 質 I 90分h 2日 
酵素液製法平放培地 5枚に培養く表6の注〉し
た 016菌の菌体を集め， 20ccの蒸溜水中で 370・2
日間自家消化ぜしめ，協水中に 1日透析したものを
用う。 
9) DLA-G及び G・DLAの豚小腸グ Pセリシ抽
出波による水解。
グリセリシ抽出液は，豚小腸粘膜 10gをグリセリ
‘シ 15ccとガラ.ス製ホモゲナイザ にで謄砕し，翌F
日3倍量の*を加えで遠沈したる上清である。*解
び) ~r/100 基質~ 1cc + M/lOpH7.4燐酸塩緩衝液 
3cc+水 5cc+酵素液 1cc 
く糊) 1町M/4 ∞ 町仰∞基質質'2cc+M/10pH7.4燐酸塩緩街
液 3cc+∞
D基質質.製法は実験(何伶6 遁fli:IJ，酵素液製法は表 5と町)の3
同様370 トノレオール添加。
8) 上越む実験の水解度測定には専ら遊離 aB定
量によったが， Dベプナドの*解に際しで主ず，ベ
プナドのDアラーシ残基が脆アミ'ノ化をうけて生ず
るアナノレ -aBが水解されて aBを離離ナミ5可能性 
があ Ooζれを除外ナるため， 1日透析したる 016
菌自家消化液を以て DLA-aBを水解宅金しめ，遊離
aBと同時に遊離アジモ=アの暫加をみ与と〈表7)
aB量が 85%ずなわち DA-aBが少くとも 2/37]( 
DLA-G 50% I 48% I 48% 
G-DLA 52 52 ・ 52
試験液組成 M/5基質 5cc+ pH7.4燐酸塩緩衝
液 5cc+氷 5cc+酵素液 5cc
実験温度 370，防腐剤 トルオ戸Jレ
測定法 上記試験液 3cc中の遊離アミノ基の噌 
加を VanSlyke法で測定する。
10) 016菌自家泊、化液による DLA-G及び G・ 
DLAの*解。
普通寒天平板に 270 2日培養せる菌体5枚分を蒸
溜*20cc中に浮遊せし必て， 2日間 37
0 で自家消 
化せし占うた波及び、との透析液を用いたく表9)。ぃ 
づれも 50%以上水解してい透。
』 
d 
事
-
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表9 %7]c.解じたのを確認して， 1000 10分知温し，之を 
1日 3日 
D体の基質液とずるーとの液 15ccに上記菌自家消
化液5ccを加えで実験を行う。対照実験としては
85% 上詔D体液を製出ナる時，基質・0 代 Pに水を入れた
100 
ものを用い，他は全く同様の録作で行う。7](解度調j
80 
定は実験9，10と同様試験液3cc中の遊離アミノ基 
JF，実験条件及び測定法は表 9 と同様。~帯加を Van，. Slyke法によ P測定ナる。 
'0 酵素液製法は本支の題担 
〆 DLA-Gの 016菌自家消化液による 100%氷解液
中のアラニyの光学附状欝をみる。表9の実験で 100
…%*解された DLA-G液を 1000 10分間加湿しで.
とれを 2.5倍に水で稀釈し，その 1ccを Conway‘
のアンモ二ア微量拡散装置の外室に入れ，内室に 
N/20硫酸 1ccを入れと)，0 装置を 370 ~障卵器に入れ
て温め，外室に Krebsくめの製法による Dアミノ酸
酸化酵素液を lccを加へ"ワゼリンにて気密にし
て再び 370 に保ヲ。 1時間後，外室に飽和決酸カリ
液 1ccを加えで更に 370 に 1時間保ち，次いで内 
室の硫酸を完全K集めて水を加えて金量を 5ccと 
1:..-，その 1cc中白アシを=アを赤松・勝又法のに 
ょっで測定した。基質を含まぬ 016菌自家消化液 
の対照実験液について怠，同様の操作を行い，之か
ら得られたア νモニア量を対照値として差引く。そ・
の成績は表 10の通りでああ。
Krebs(;めのDアミノi聖酸化酵素液の製法を次に略 
記ナる。 氷室中に乾燥保存せる豚腎アセトジ粉末I
く約 1月は使用にたえる)1gに， M/50第ご燐酸y-
〆液20ccを加えて抽出ナる。抽出中溶液の pHを
検し pH8 f立に保つ。抽出は 10分間行い， 出来-5
だけ速かに供試する。く表10)
表 10
試験液1cc中のDアラ=シよ j
，生じたるアシモニア量 24uM 
DA-Gは G-DAに比べてはるか~に速かに7]c解され
る。く麦 11) ， 
表 11 
基 質 4時間 1日 
DA-G 40% 90% 
G-DA 15 
試験液組成及びiltU定方法は表8と同じ。.

酵素液製・法は実験10の趨!J0 

D型基質製法は本交の遁 P。
 
12) 016菌自化滑化液中のアラニシセマ戸ぜ存¥
;(Eの否定。
'I/5Dアラニ ν液5cc+pH7.8燐酸塩緩街液3cc
+ 016菌自家消化液2ccの混液を 370 1日放置後，
その 1ccにN/ao握酸 1ccを加えて 1000 10分加温
し， N/ao苛性ツ ーグ 1ccを加ヘ，更に*を加えて5去
量を 10ccとし，その 1cc中のDアラニン量を実験 
11の知くに測定して初期アラュシ量と比較ナると，
表 12の如く， Dアラニンの減少はほとんどみられ
ない。ナなばち 016菌自家消化液中には・アラェ ν
ラセマ ぜは仔在しない。く表12)，F
表 12
酵 素 差是有アラミシ量 
~~ 透 析 液 、96%
透 析 液 9R 
- フ  
ι
甲山到ア
シ
色町副会町べ
q
噌 ムン量 生ト4cc M M ず 、実験方法本文の通り。ニ
7 25件}VI4
者 按 
実験方法は本文の通り。 L~veneめは DA-G が小腸粘膜グリザリシ抽出液 
11) 016 菌自家消化液による DA-G 及び G-DA. マ僅ながらーく約50 時間に~10'9る位)7.k解きれ与とと
の氷解。 、 、 を報告し，之は何等かの作用で、町DA-Gがラセ守化さ
菌自家消化液は実験10の遁Dに製出した。 DA-G; れて LA-Gとなり之がベプチグー 4ぎにより水解き 
G-DAめ製法は失の如〈でるる。 れるのでる包うと仮定した。その後， Bergmann(10) 
'1;[/5基質液 10cc; pH7A燐酸緩衝液 10cci 豚小 らは DA-G及び LL-DAが豚小腸 tグRゼ Pシ拍出液
腸グリセリシ抽出液5倍液 10 ccを混ぜ， 3'1.0 2""-'3 及び酵母ヂペプチグ F ぜによlJ7.k備されるに拘らず
時開放置し， Van'S]yke法によ P基質・が完全に 50 DL~G が*解きれなUζ とから， DA残基の Pメナ 
~ 1 
第 2号 千葉医学会雑 誌目 -133-4
Jレ基の立体障害が4かいために DAを含むベプチド い。 
が LベプチJl"_ぜに工り水解され得るのだ， とし Bacillus subutilis 016 には D ベプナ~"-ぜ作用'
でい~。主た Smithく 11) らは小腸ペプナグーゼ、によ があり， Mn特システィ νによっては賦活されない。
、る DL-G及び LL-Gの氷解に於で， .Mn+t賦活の割 .之は Bergerらが用いた Baci1Iusmegatherium，. 
合が巽eととから，との光学的異性体の*11併は}JIJの Clostridium butylicUIh，Pseudonconas宜uoresc-J r J，--町 、 、
、
酵素によるものだらうと報告したが，最近同人(.1:2)
らは，精製ロイシシアミノ斗プチj;t'- ぜによあ LL-
LL と LL~DL， LL-LAと LL-DA，.LL-LPとLL司 DP
くPーフェエルアラ=シ〉のちk併に於て， Dアミノ酸
を含むベフ。ナドv*解速度は対応ナる L ベプナド
に比較しで遅いにもか Lわらず，その Mnt+による
賦活の割合が同牽であるととから同一酵素によって
水解されるのだらうと遮べている。
私ほ既報仰の如<DJ.L-aB， DLL-aB-Gが動物諾臓
器，血清及び癌組織，癌患者血清によっで不斉水解
をうけるにナぎず，長時間と雄も 50%を超えぬこ
とをみたが，之は Bergmannらのいよ、如〈立体障
害が大なるためではないかと考え，とのたび新しく 
DL'.A-aBを基質に供して実験を行ったが，上記め酵
素では同様に不斉水解をうけるにすぎなかった。之
は aBペプチドなる特殊な基質で、あるためであると
も考えられる'ので， DLA-G，G-DLAを用いて豚小
腸グリセリシ抽出液を汗jいで実験したが，之も不斉
水解であっ食。 Bergmannの報告では， 同種酵素
が DA-Gを1.5時間に 5%， 4時間に 13%， 8時間 
に28%とかなり水解していeo とρ時 LA-Gは
ens等が DL-G;DL-G-Gの*解にE際して， Mnttシ
メテイ:シにより強く賦活されj とのDベプナグーゼ
がいわゆるロイシルベアチグーゼに似ているのに対
してj私の供試した 016菌は DL-aB，DLA-aBの
*解にあた P之等の物質が賦活作用をもたず，また 
:OA四 aBの7JcfQ午速度が DL-aBのそれよりも速かで
ある点は興味ある ζ と L思う。 
DLA-aB巾の DA-aBが 016菌自家消化液によ
って水併されるに際して，まずDアラニシ残基が脆
・アミノ化されてアナノレ基となれ二次的に氷解され
る可能性は，水解試験中に遊離アンモ z アの生成を
みない ζ とから否定される。
次rこ Leveneペプチドラセミ化設を認めるなら
ば， DLペプチドの 100%水僻は Lベプナダーゼ.
作用としても説明される。今仮りに Leveneのラ
セミ化訟を正しいとナると， DLA-G中の LA-Gが
*解されて残った DA-Gがラセミ化されて DLA-G
となれその中の LA-Gが*解され，還に Lベプ
ナグドゼにより 100%*僻された液J1:lfl)アラユン
は当然Lアラ二ンでな〈ではならない。然Qに100
%*解液中匂アラユンはラセミ体であるからとの 
1.5 時間に 42% 氷解されている。私の場合は基質~仮定は成り立たない。 Wood([.1)らは最近 .Strepto­
は DLA-Gであるが， 30分ですでに 50%*解され 
ているにもか Lわらず， 1.F.1後もなおその値に止つ
た。 Bergmannらの挙げた成績とは大分異つでい
る。尤も Bergmannらは基質として光学的部‘性の
ものを用いて， Grassmann Hydeの法で測定し，
私はラセミ体の基質・を用い， Van Slyke法で測定
したので同じ条件ではない。
帯、は~報に於て， DLL-aB， DLL-aB-Gが不斉*11停
をうけるととから， Waldschmidt(1a)設を否定した
が，とのたび DLA-aBを用いて実験を行つでも主
た不斉水解であっで，癌組織，癌血清中にはaBlベ
coccus faecalisにはLならびに Dアラエンをラセ
ミ化ナ.oラセマーゼ〈補酵素はど Pドクサノレ燐酸〉
が存在ナると報告した。 016菌にラセマ ぜが含まF
れるならば，上記の如くにDベプデドがラセミ化会 
れて L-ベプチドになり， L-ベプナFーゼによって
水解されて出来eLアラニシは，ラセマ ぜによりF
DLアラ=シとな D得るわけであるが，実験の結果
によれば 016菌自家消化液中にはラセマ ぜは存F
在しないから，上記のペプチドラセミ化の仮定は成 
P立たない。故に 016菌自家消化液による DA-G
*解はDベプチグーゼ、によるといふととになる。
¥ プチドに於け~かぎり， D型を水解ナる酵素はな
総括 
1) DLA-aBは動物諸臓器，癌組織，癌患者血清によって不斉水解をうける。 
2) DLA-G，G-DLA除小腸グリセリン抽出液で不斉水解をうけるO 
3) Bacillus. Subtilis 0 16にはDベプチダ{ゼ作用があり至適酸度は pH7.5である。
d' .~J. 
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との酵素のDペプチ l~の水解はDアラニン残基の脆アミノ化によって生デるアチノレ体の二次
的な水解ではない。またDペプチドのラセミ化によるLペプチドがえk解されるのでもない。
本研究は文部省より赤松教授に与えられた科学研究費に土るものであ認。研究に当って御懇篤なる
御指導を賜った赤松教授ならびに諸積細菌を分与せられた相磯教授に深〈感謝致しまナ。
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